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では、蛍光相互相関分光法  (fluorescence cross-correlation spectrometry, FCCS) 
を用いて生細胞内における解離定数  (in vivo K d ) を測定する手法を開発することで、こ
の問題の解決を試みた。 
まず、生細胞内での FCCS 測定に適した蛍光タンパク質の組み合わせを検討した。数種
類の蛍光タンパク質について比較した結果、mEGFP または HaloTag と HaloTag TMR 
リガンドの複合体  (HaloTag-TMR) が  FCCS 解析に最も適していることが示された。次
に 、 こ の 蛍 光 タ ン パ ク 質 の ペ ア を 用 い て  FCCS の 測 定 条 件 を 最 適 化 し 、 
EGFR-Ras-ERK シグナル伝達経路を構成する  22 種類のタンパク質のペアについて  in 
vivo K d 値を測定した。興味深いことに、本研究で定量された in vivo K d 値の多くは過去
に報告された in vitro K d 値よりも高かった。この結果は、生細胞内では競合分子の結合が 
K d 値に有意に寄与していることを示唆する。さらに、これらのパラメーターをもとに  EGFR 
-Ras-ERK シグナル伝達経路のシミュレーションモデルを構築した。このシミュレーションモ
デルの解析を行った結果、Ras、MEK、ERK の活性化において、Shc が EGFR に複数個
結合することが必要であることが示された。  
本研究で開発した方法により、in vitro K d 値には反映されていなかった細胞内環境とい













蛍光相互相関分光法  (fluorescence cross-correlation spectrometry, FCCS) 
を用いて生細胞内における解離定数  (in vivo Kd) を測定する手法し、細胞内
シグナル伝達系の数理モデル構築の基礎を作ることを目指したものである。  
申請者はまず、生細胞内での FCCS測定に適した蛍光タンパク質の組み合わせ
を 検 討 し 、 mEGFP ま た は HaloTag と  HaloTag TMR リ ガ ン ド の 複 合 体  
(HaloTag-TMR) が  FCCS 解析に最も適していることを示した。次に、この蛍光
タンパク質のペアを用いて、  EGFR-Ras-ERK シグナル伝達経路を構成する  22 
種類のタンパク質のペアについて  in vivo Kd 値を測定した。その結果、本研
究で定量された in vivo Kd値の多くは過去に報告された in vitro Kd値よりも



















要旨公開可能日：      年    月    日  
